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Description 

VIRUS DU FOWLPOX RECOMBINANT, VECTEURS D'EXPRESSION DE PROTEINES HETEROLOGIES ET 
VACCINS POUR LA VOLAILLE DERIVES DE CE VIRUS. 

La presente invention concerne des virus recombinant de la variole de poule, communement appelee 
5 Fowlpox, et leurs applications a la preparation de vaccins ou de proteines utiles au metabolisme de la volaille. 
Les virus de la familie des Poxviridae, dont le virus du Fowlpox fait partie, sont des virus a ADN double brin 
qui se multiplient dans le cytoplasme des cellules et codent pour une partie importanta de la machinerie 
enzymatique necessaire a leur replication. 

L'ADN viral purifie n'est pas infectieux parce que des enzymes associees a la particule virale sont 
10 necessaires pour amorcer son expression et sa replication. Toutefois, il peut participer a des evenements de 
recombinaison avec l'ADN d'un virus infectieux introduit dans la meme cellule. Cette decouverte (Sam et 
Dumbell, 1981) est la base de la mise au point de vecteurs de clonage et d'expression de genes etrangers, 
derives du virus de la vaccine (Mackett et al. 1982 ; Panicali et Paoletti, 1982). Des virus de la vaccine 
recombinants vivants ont permis d'exprimer des antigenes etrangers et, ainsi, d'obtenir des immunisations 
15 contre differentes maladies virales ou parasitaires (Smith et al. 1983 ; Panicali et al. 1983 ; Kieny et al. 1984 ; 
Chakrabarti et al. 1986 ; Hu et al. 1986 ; Kieny et al. 1986). 

Bien que des publications recentes aient evoque I'utilisation du Fowlpox comme vecteur (Brown, 1985 et 
Taylor et al., 1987), aucun resultat experimental n'a ete publie a ce jour et la biologie moleculaire du virus du 
Fowlpox n'a pas encore fait I'objet d'etudes approfondies, a la difference de la biologie du virus de la vaccine 
20 qui a ete bien etudiee (voir revue de Moss, 1985). 

La presente invention a pour objet I'utilisation du virus du Fowlpox a titre de vecteur d'expression de 
proteines heterologues. 

Plus precisement, I'invention a pour objet un virus du Fowlpox recombinant qui derive d'une souche 
attenuee, c'est-a-dire rendue artificiellement non pathogene, et comporte, dans une partie non essentielle de 
25 son genome, une sequence d'ADN codant pour tout ou partie d'une proteine heterologue, ainsi que les 
elements assurant son expression par le virus du Fowlpox, dans une cellule appropriee. 

Sous un de ses aspects, I'invention vise a preparer un vaccin, en particulier un vaccin qui protege la volaille 
contre I'une au moins des maladies virales qui peuvent I'affecter. Dans ce cas, la proteine heterologue est une 
proteine induisant une reponse immunitaire contre un virus heterologue. Parmi les virus heterologues 
30 interessants, on peut citer le virus de la maladie de Newcastle, le virus de la bronchite infectieuse et le virus de 
la maladie de Marek. 

La presente invention concerne, en particulier I'utilisation du virus du Fowlpox pour la preparation de 
vaccins contre les Morbillivirus et a done pour objet un virus du Fowlpox, caracterise en ce que la sequence 
d'ADN code pour une proteine induisant une reponse immunitaire contre un Morbillivirus. 

35 Parmi les virus appartenant a la familie des Morbillivirus, on peut citer le virus de la rougeole, le virus de la 
maladie de Carre, le virus de la peste bovine et le virus de la peste de petits ruminants. 

L' etude des differents Morbillivirus a permis de mettre en evidence les relations immunologiques entre les 
proteines de surface du virus de la rougeole et celles des autres Morbillivirus, ainsi que des homologies de 
sequences entre les ADN codant pour certaines de ces proteines. Ces analogies permettent d'envisager 

40 I'utilisation d'antigenes du virus de la rougeole pour la vaccination contre la maladie de Carre, la peste bovine 
et la peste des petits ruminants. II est egalement possible de prevoir I'utilisation des antigenes de surface 
provenant de chacun des Morbillivirus en systeme de vaccination homologue ou heterologue. 

Les proteines de surface telles que la proteine hemagglutinante (HA) et la proteine de fusion (F) sont plus 
particulierement interessantes, mais d'autres proteines de structure telles que la nucleoproteine (NP) 

45 pourraient etre utilisees. Les sequences d'ADN correspondantes peuvent coder pour la proteine de longueur 
totale ou bien pour des fragments suffisants pour induire in vitro la synthese des anticorps neutralisant le 
Morbillivirus. 

II est egalement possible de prevoir la mise en oeuvre d'une sequence d'ADN codant pour plusieurs 
proteines ou plusieurs fragments de celles-ci. 

50 Sous un autre de ses aspects, I'invention vise a produire in vivo, dans la volaille, un facteur intervenant dans 
son metabolisme, tel que par exemple, une hormone de croissance ou un facteur inducteur de celle-ci 
(comme le GRF). Dans ce cas, la proteine heterologue est ledit facteur et le virus du Fowlpox comporte les 
elements assurant son expression in vivo. Pour obtenir cette production, on administre a I'animal un virus du 
Fowlpox selon I'invention qui contient le gene codant pour ce facteur, le virus etant vivant. 

55 Enfin, I'invention permet la preparation de proteines d'interet industriel ou therapeutique en culture 
cellulaire, notamment dans des cellules aviaires, in vitro mais egalement in vivo chez I'animal. 

L'expression d'une sequence codant pour une proteine etrangere par un Poxvirus et notamment par le virus 
du Fowlpox implique necessairement les trois etapes suivantes : 

1) la sequence codante doit etre alignee avec un promoteur de poxvirus et etre inseree dans un 
60 segment non essentiel de l'ADN du virus du Fowlpox clone dans un plasmide bacterien approprie ; 

2) les sequences d'ADN du virus du Fowlpox situees de part et d'autre de la sequence codante doivent 
permettre des recombinaisons homologues entre le plasmide et le genome viral dans une cellule 
receptrice ; une double recombinaison conduit a un transfer! de I'insert d'ADN du plasmide dans ie 
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genome viral dans lequel il sera propage et exprime ; 

3) la sequence d'ADN integree dans le genome du Fowlpox recombinant doit §tre exprimee dans une 
cellule appropriee, supportant la multiplication du virus. 

On a indique precedemment que I'insertion de I'ADN etranger doit se faire dans une partie non essentielle 
du genome du virus du Fowlpox, c'est-a-dire une partie qui n'empeche pas sa replication. On aurait pu 
envisager, comme dans les virus de la vaccine recombinants, d'introduire le gene etranger dans le gene TK. 
Toutefois, comme la souche de depart est une souche attenuee, on peut craindre que I'alteration d'une 
fonction utile a sa replication ne constitue un handicap trop important et ne diminue fortement son pouvoir 
immunogene et, par la, celui de Pantigene etranger exprime par le virus recombinant. C'est pourquoi, suivant 
une caracteristique de la presente invention, la sequence d'ADN etranger est introduite dans une zone 
intergenique non codante du virus du Fowlpox. Cette zone intergenique est de preference, situee entre les 
ORF 7 et 9 du fragment Hindlll de 1.3 K pb du genome, selon Drillien et al. (1987). 

L'invention concerne egalement les cultures de cellules eucaryotes que Ton infecte avec le virus 
recombinant selon l'invention et qui permettent sa replication. Parmi les cellules envisageables, on peut citer 
notamment les cellules aviaires. 

L'invention a aussi pour objet des vaccins obtenus a partir de ces virus recombinants, sous forme de virus 
vivants ou inactives. Les methodes de preparation des vaccins sont connues de I'homme de metier et ne 
seront pas rappelees ici. 

L'invention concerne aussi des virus recombinants vivants dont I'administration peut permettre la 
production in vivo, pendant la multiplication virale, d'un facteur utile au metabolisme de la volaille. 

Enfin, l'invention concerne des sequences d'ADN comportant au moins un gene heterologue au virus du 
Fowlpox, sous le controle d'un promoteur de poxvirus, flanque de part et d'autre de I'extremite 3' de I'ORF 7 et 
de I'extremite 5' de I'ORF 9, ainsi que des plasmides portant ces sequences d'ADN. 

Ces plasmides sont utiles notamment dans le cadre d'un procede d'obtention d'un virus recombinant selon 
l'invention, caracterise en ce qu'on transfecte une culture de cellules competentes avec I'ADN d'un plasmide 
selon l'invention, ladite culture ayant ete prealablement infectee par un virus du Fowlpox comportant 
eventuellement un element de selection. 

D'autres caracteristiques et avantages de l'invention apparaTtront dans la description detaillee suivante. 
Les 4 figures suivantes illustrent les exemples : 

Figure 1 : representation schematique du plasmide pTG1170 etde I'insert portant le promoteur 7.5 Kd 
qui a ete introduit dans le "polylinker", pour donnerle pTG1171. 

Figure 2 : photographie d'une boTte de culture de fibroblastes de poulet montrant les plages de virus du 
Fowlpox recombinant exprimant la p-galactosidase et qui apparaissent colorees en bleu en presence de 
X-Gal, 

Figure 3 : Construction de deux vecteurs permettant le transfert du gene codant pour la proteine F du 
virus de la rougeole dans le genome du virus du Fowlpox. 
Les sequences d'ADN du genome du Fowlpox sont representees par des arcs de cercle au trait double 
annotes selon les cadres de lecture qu'elles renferment . soit F6-F7, soit F9. L'arc de cercle au trait unique 
represente le vecteur bacterien pPolyll. Le promoteur P7,5 est schematise par une fleche epaisse indiquant la 
direction de la transcription. Les genes codant pour la p-galactosidase d'E. coli et la proteine F du virus de la 
rougeole sont annotes lac Z et F measles respectivement et leur direction de lecture normale est la meme que 
celle du promoteur P7 5 situe en aval de chaque gene. Les sites designes B° correspondent a I'endroit d'une 
ligation entre un site Bglll et un site BamHI. 

Figure 4 : Mise en evidence de la synthese de la proteine F du virus de ia rougeole dans des cellules 
infectees par le virus FPV31 13. 
Les proteines de cellules de poulet infectees par la souche sauvage du Fowlpox (piste annotee T) ou trois 
isolats de la souche recombinante FPV3113 (pistes annotees 1,2 et 3) ont ete immunoprecipitees avec un 
serum de cobaye antirougeole puis analysees par electrophorese sur gel de polyacrylamide. L'autoradiogra- 
phie du gel seche est presentee. Les differentes formes de la proteine F (Fo, F1, F2) sont designees par des 
fleches. 

Exemple 1 Selection et caracterisation de mutants thermosensibles (ts) du virus du Fowlpox. 

On utilise une souche vaccinale du virus de la variole des poules, ou Fowlpox, par exemple le vaccin produit 
par les laboratoires Salsbury (Poxine R , Laboratoire Salsbury, 56 Rue Delprier, 37000 TOURS, France). 

La multiplication du virus est mesuree a 3 temperatures : 

titre apres 6 jours : 
33°C 4,1.10 5 ufp/ml 

37°C 4,1.10 5 ufp/ml 

39,5°C 4,2.10 5 ufp/ml 
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Le virus non mute se multiplie aussi efficacement aux 3 temperatures. 

Un stock de virus clone et amplifie a 39,5°C est traite a la nitrosoguanidine a 10 ou 20 jig/ml. Apres ce 
traitement mutagene, le virus est etale, a une dilution appropriee pour obtenir des plages bien isolees, sur 
5 cultures de f ibroblastes d'embryons de poulets. Les cultures sont incubees a 33° C (temperature permissive) 
pendant 6 ou 7 jours puis colorees au rouge neutre pour faire apparattre les plages de virus. 

Les cultures sont ensuite incubees a 39,5° C (temperature restrictive) pendant 2 jours. Les plages dont la 
taille n'a pas augments sont considerees comme thermosensibles. Les virus de quelques plages sont 
preleves et amplifies a 33° C puis retitres a 33 et 39,5° C pour confirmer leur caractere ts. Le tableau suivant 
10 presente les titres obtenus aux 2 temperatures. 



Titrage a : 33°C 39,5°C 



Virus Fowlpox temoin 


1 


io 5 


1.10 5 


uf p/ml 


mutant tsl 


2 


10 5 


<10 


uf p/ml 


mutant tsll 


2 


io 5 


<10 


uf p/ml 


mutant ts24 


2 


io 5 


410 


uf p/ml 



Exemple2 Mise au point des conditions de recombinaison entre virus mutes ts et ADN purifie de virus non 
mute. 

Dans les conditions restrictives, les mutants ts ne se multiplient plus. 
L'ADN purifie des virus de la famille des poxviridae n'est pas infectieux. 

Si introduction dans une meme cellule d'un virus ts et d'un ADN purifie donne lieu a une multiplication de 
virus ceux-ci resultent d'une complementation ou d'une recombinaison in vivo entre les 2 genomes. 

On infecte des tapis de fibroblastes d'embryons de poulets avec les virus ts (4.10+ ufp/10 6 cellules). Apres 1 
heure d'adsorption, on renouvelle les cultures en milieu frais et on les incube pendant 2 heures a temperature 
permissive (33-37° C). , . 

Ensuite, on elimine le milieu et on adsorbe I'ADN purifie du virus non mute, sous forme de precipite de 
phosphate de calcium (1 u.g d'ADN dans 5 jxl de tampon, pour 4 boTtes de cultures). 

Apres 1 heure d'adsorption, on renouvelle en milieu frais et on incube pendant 2 heures a temperature non 
permissive (39,5°) puis on effectue un choc au glycerol (10%). 

Ensuite, les cultures sont remises a incuber pendant 5 jours a 39,5° C. 

Les plages de virus sont comptees, pour la moitie, directement sur les boTtes 
effectuee, et pour la moitie, apres amplification (c'est-a-dire apres congelation de! 
d'un deuxieme cycle de multiplication). 



>u la manipulation a ete 
premieres boTtes suivie 





Nombre de 
sans amplification 


i plages de virus 

apres amplification 


tsl 

tsll 

ts24 


sans ADN 


+ ADN 


sans ADN + ADN 


0 15 
0 2 
0 3 


10 3.10 4 
10 1.10 4 

10 i.io 4 



L'experience montre que I'ADN purifie du virus du Fowlpox sauvage peut etre reactive par les mutants 
pour donner une progenie infectieuse. 
Le mutant tsl a ete retenu pour les experiences suivantes. 
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Exemple 3 Construction d'un vecteur destine au transfert d'un ADN heterologue dans le virus du Fowlpox. 

Pour transferer une sequence d'ADN etranger dans le genome d'un virus, cette sequence doit etre integree 
au milieu de sequences intactes du virus defacon a permettre une double recombinaison homoiogue. 

L'ADN etranger doit etre insere dans une zone non essentielle du virus de maniere a ne pas empecher sa 
multiplication. 

Un vecteur a ete construit pour favoriser insertion d'un ADN etranger dans une zone intergenique non 
codante du virus du Fowlpox. 

a) Insertion d'un fragment d'ADN du Fowlpox dans un plasmide bacterien : 

Un fragment d'ADN du Fowlpox presentant une importante homologie avec 
ete decrit par Drillien et al. (1987). 

Ce fragment (homoiogue au fragment Hindlil J du virus de la vaccine) porte 5 sequences ouvertes de lecture 
(ORF) et se distingue de la vaccine par I'absence du gene F8 qui est remplace par une zone intergenique non 
codante de 32 paires de bases. 



_ M ™ l|~| L~ 



Cette zone intergenique a ete choisie comme site d'insertion de I'ADN etranger. 

Un large fragment d'ADN qui entoure cette zone a ete recupere pour servir de sequence homoiogue 
permettant la recombinaison et Integration dans le genome viral du Fowlpox. Ce fragment a ete obtenu apres 
digestion par EcoRI et Pstl. Le site EcoRI est situe en amont de TORF6 et le site Pstl est situe dans l'ORF9 
(voir schema ci-dessus). Le fragment EcoRI-Pstl a ete integre dans un vecteur M13TG131 (Kieny et al. 1983), 
pour donner le M13TG188. 

L'introduction dans M13 permet d'effectuer une mutagenese localisee, afin d'introduire des sites de 
reconnaissance pour des enzymes de restriction qui permettront I'insertion d'ADN etranger. 

On a cree 3 sites : Xhol, BamHI et EcoRI, dans la region intergenique de 32 pb, a I'aide de I'oligonucleotide 
de synthese suivant : 

5' TTAAAAAGGAATTGACTCGAGGGATCCGAATTCAAGAAAATATTTAT 3' 

La construction portant I'insert synthetique est appelee M13TG195. La presence des sites de restriction a 
ete verifiee avec les enzymes correspondants. 

La sequence d'ADN du Fowlpox mutee a ete recuperee a partir du M13TG195 sous forme de fragment 
Bglll-Pstl (le site Bglll est situe au debut de l'ORF6, Drillien et al. 1987) et introduite dans un vecteur de clonage 
derive du pML2 portant un adaptateur synthetique comportant plusieurs sites de restriction, le POLYII decrit 
par Lathe et al. (1987). 

L'insertion du fragment Bglll-Pstl du Fowlpox dans le vecteur POLYII ouvert par BamHI et Pstl donne le 
plasmide pTG1170, qui est schematise dans la figure 1. 

b) Insertion d'un promoteur de poxvirus dans le vecteur pTG1170. 

Pour obtenir lexpression d'un gene etranger par un poxvirus, il est necessaire de placer ce gene sous le 
controle d'un promoteur de poxvirus. 

Dans un premier temps, on a utilise un promoteur bien caracterise du virus de la vaccine, le promoteur du 
gene de la proteine 7.5 K, appele en abrege "promoteur 7.5 K". On a introduit, dans le vecteur pTG1170, le 
promoteur 7.5 K du virus de la vaccine, recupere sous forme de fragment Sall-EcoRI a partir d'un vecteur 
M13TG7.5K decrit par Kieny et al. (1984). 

Cette sequence promoteur a ete introduite entre les sites Xhol et EcoRI de I'adaptateur synthetique du 
PTG1170 (voir figure 1). 

La construction resultante, pTG1171 porte done le promoteur 7.5 K insere entre les ORF6-7 et TORF9 du 
Fowlpox, avec un site BamHI (apporte par la sequence P7.5K) et EcoRI immediatement en aval. 

Exemple 4 Insertion d'un gene etranger dans le vecteur pTG1171. 

Un gene modele a ete utilise pour demontrer I'utilite du vecteur et du systeme de selection de recombinants 
du virus du Fowlpox : le gene de la p-galactosidase de E. coli. Ce gene a ete choisi parce que son expression 
efficace peut aisement etre detectee par I'addition de X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p D galactopyrano- 
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side) qui engendre une coloration bleue sous I'action de la p-galactosidase. 

Le gene lacZ codant pour la p-galactosidase de E. coli peut etre recupere, par exemple, a partir du plasmide 
pCH110 (Hall et al. 1983). Le gene lacZ a ete excise par BamHI et Hindlll et insere dans le yecteur de clonage 
POLYII (cite plus haut) puis repris sous forme de fragment Bglll-BamHI pour etre insere dans le pTG1171 
5 ouvert par BamHI et traite a la phosphatase. 

La construction portant le gene lacZ en aval du promoteur 7.5 K est appele pTG1177. 

Exemple 5 Expression d'un gene etranger par un virus recombinant du Fowlpox. 

L'ADN du plasmide pTG1177 (100 ng/10 6 cellules) a ete transfecte dans des cellules d'embryons de poulet 
10 prealablement infectees par le virus Fowlpox ts1, selon le protocole decrit dans I'exemple 2. 

Apres 5 jours d'incubation a 39,5° C, on recolte les virus recombinants apres avoir lyse les cellules par 
congelation. 

Les virus sont titres sur cultures de fibroblastes d'embryons de poulet, sous milieu gelose. Apres 5 jours, 
les plages du virus sont revelees au X-Gal (solution a 30 mg/ml diluee a 1/100 en milieu PBS + agarose 1%). 
15 Les plages de virus se colorent en bleu, ce qui indique la presence de p-galactosidase fonctionnelle. 

Exemple 6 Construction d'un deuxieme vecteur destine au transfert d'ADN heterologue dans le virus du 
Fowlpox. 

a) Un autre vecteur permettant le transfert d'ADN heterologue dans le virus Fowlpox a ete construit en 
20 conservant une region intergenique plus importante entre les ORF F7 et F9. Pour realiser cet objectif, une 
premiere mutagenese localisee a ete effectuee sur le phage M13TG188 (decrit dans I'exemple 3) avec 
('oligonucleotide de synthese suivant 

5' AACAACCTAATATCACTATAG G ATCCTTGTTAAAAAG G AAT 3' 
Ceci donne le phage M13TG2123 et a pour resultat d'introduire un site BamHI dans la partie 3' codante de 
25 I'ORF F7. Une deuxieme mutagenese a ensuite ete effectuee sur M13TG2123 avec I'oligonucleotide suivant 
5' CCTAATATCACTACTGAAGCGCAACTAGGATCCTTGTTAA 3' 

Dans le phage resultant, M13TG2125, la distance intergenique entre I'ORF F7 et I'ORF F9 est augmentee 
d'une quinzaine de nucleotides et les codons situes en 3' de I'ORF F7 sont remplaces par des codons 
equivalents, codant pour les memes acides amines. 
30 La sequence d'ADN du Fowlpox mute a ete recuperee a partir du M13TG2125 sous forme de fragment 
Bglll-Pstl et introduit dans le vecteur POLYII comme dans I'exemple 3 pour generer le plasmide pTG2134. 

b) Insertion d'un promoteur de poxvirus dans le vecteur pTG2134. 
Le promoteur du gene de la proteine 7,5 K du virus de la vaccine recupere sous forme de fragment 
35 Bglll-BamHI d'un vecteur M13TG2119 (derive du M13TG7.5K decrit dans I'exemple 3) a ete insere dans le site 
BamHI du plasmide pTG2134. Ceci a donne naissance a deux vecteurs pTG2135 et pTG2136 qui se distinguent 
entre eux par I'orientation du promoteur. Dans le plasmide pTG2135, le promoteur est oriente dans le meme 
sens que les ORF F7 et F9 tandis que dans le plasmide pTG2136, I'orientation est inversee. 

40 Exemple 7 Insertion d'un gene etranger dans les vecteurs pTG2135 et pTG2136. 

Comme dans I'exemple 4, le gene de la |3-galactosidase, sous forme d'un fragment Bglll-BamHI, a ete 
insere dans les vecteurs pTG2135 et pTG2136 prealablement ouverts par BamHI et traites par la phosphatase. 
Ces manipulations ont donne naissance au vecteur pTG2137 ou le gene de la p-galactosidase est oriente dans 
le meme sens que les genes des ORFs F7 et F9 et au vecteur pTG2138 dans lequel I'orientation du gene de la 
45 p-galactosidase est inversee. 

L'ADN du pTG2137 a ete transfecte dans des cellules d'embryons de poulet infectees par le virus du 
Fowlpox ts1, comme dans I'exemple 5. 

Des plages de virus recombinants sont observees apres 5 jours et elles se colorent en bleu apres addition 
de X-Gal. 

50 

Exemple 8 Insertion d'un gene etranger distinct du gene de la p-galactosidase dans le genome du Fowlpox et 
expression dans des cellules infectees par des virus recombinants du Fowlpox. 

A. Construction des virus recombinants 

55 La construction d'un vecteur (pTG2137) qui permet de transferer dans le genome du Fowlpox le gene de la 
P-galactosidase et de reconnaTtre les virus recombinants grace a la couleur bleue des plages du Fowlpox en 
presence d'un substrat chromogene (X-gal) a ete decrite dans le brevet principal. On peut de plus 
selectionner pour I'integration d'un deuxieme gene dans le genome du Fowlpox sans que celui-ci confere au 
virus un nouveau phenotype facilement detectable. Ceci est illustre pour le cas du gene codant pour la 

60 proteine F du virus de la rougeole. 
Les etapes sont les suivantes : 

Dans un premier temps, un deuxieme promoteur P7,5 a ete ajoute au plasmide pTG2137 afin d'assurer la 
transcription d'un deuxieme gene independant de la p-galactosidase. Le promoteur P7,5 a ete obtenu sous 
forme d'un fragment Bglll-BamHI excise du phage M13TG2119 decrit auparavant. Le promoteur P7,5 a ete 
65 integre en aval du gene p-gal dans le site BamHI du vecteur pTG2137 soit dans la meme orientation que le 
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premier promoteur P7,5 pour donner le plasmide pTG2149, soit dans I'orientation opposes pour donner le 
plasmide pTG2150. 

Ensuite, le cADN codant pour le gene F du virus de la rougeole a ete insere en aval du nouveau promoteur 
P7,5 dans les deux vecteurs pTG2149 et pTG2150. D'abord, le cADN codant pour la partie N-terminale de la 
proteine F a ete excise par coupure de pTG1 172 avec les enzymes Bglll et BamHI et le fragment obtenu a ete 5 
insere dans le site BamHI de pTG2149 ou pTG2150 de fapon a respecter le sens de la transcription correcte du 
gene F par rapport au promoteur P7,5 et donner naissance respectivement aux plasmides pTG2192 et 
pTG2193. 

Le cADN codant pour la partie C terminate du gene F a ensuite ete isole de pTG1173 par coupure avec 
I'enzyme BamHI et le fragment ajoute au pTG2192 prealablement coupe par le meme enzyme de fapon a 10 
reconstituer un gene F intact. La partie C-terminale du gene F dans le plasmide pTG1173 contient une region 
poly A qui avait ete deletee dans le phage M13TG2143. Ce dernier a fourni la partie C-terminale du gene F sous 
forme d'un fragment Bglll-BamHI ajoute au plasmide pTG2193 coupe par BamHI. Le plasmide forme lors de la 
ligation precedente est appele pTG3113. 

Done, les plasmides pTG2195 et pTG3113 contiennent chacun le gene F complet du virus de la rougeole 15 
sous le controle du promoteur P7,5 soit dans la meme orientation que le premier promoteur P7,5 qui gouverne 
I'expression du gene de la p-galactosidase (pTG2195), soit dans I'orientation opposee. L'ensemble des 
clonages realises qui ont genere des plasmides recombinants est resume dans la figure 3. 

Les plasmides recombinants pTG2195 et pTG31 13 ont servi a transferer le gene de la p-galactosidase et le 
gene de la proteine F dans le genome du virus du Fowlpox selon les techniques decrites dans les exemples 2 20 
et 5. 

Des plages de virus recombinant du Fowlpox denommees FPV2195 et FPV3113 ont ete reperees grace a 
leur couleur bleue en presence de X-gal. Le virus contenu dans les plages a ete repris, amplifie par infection de 
cellules d'embryons de poulet, puis reetale a nouveau. Des plages bleues ont ete reperees et la procedure 
precedente repetee. 25 

Cette technique de clonage successif a montre que le virus FPV3113, apres avoir ete debarrasse du virus 
non recombinant qui le contaminait initialement, presente un phenotype p-galactosidase stable. Par contre, le 
virus FPV2195 soumis aux memes cycles de clonage successif se revele instable, a savoir qu'une plage bleue 
isolee donne environ 2% de plages incolores, incapables de coder pour la p-galactosidase. Le virus FPV2195 
isole au depart a done tendance a segreger le gene p-gal tout en conservant le gene qui code pour la proteine 30 
F ; le virus qui en resulte est appele FPV2195 P-gah. La perte du gene p-gal a lieu vraisemblablement a la suite 
d'evenements de recombinaison inter- ou intra-moleculaires entre les deux promoteurs P7,5 places en 
repetition directe par rapport au gene p-gal. Cette methode a I'avantage de permettre la selection initiale pour 
('integration d'un gene choisi (ici le gene F) grace au marqueur p-gal qui y est associe physiquement puis 
Pelimination du marqueur par un mecanisme de recombinaison naturelle du virus et enfin la reutilisation 35 
eventuelle du marqueur pour I'insertion d'un autre gene ou du meme dans une autre region du genome. 

B. Expression de la proteine F dans des cellules infectees par FPV2195 p-gal" et FPV3113 

Des cellules d'embryons de poulet ont ete infectees avec environ 1 ufp par cellule de FPV3113, FPV2195 
P-gal" ou FPV de type sauvage. Apres 40 heures d'infection, les cellules ont ete marquees a la methio nine 35 S 40 
pendant 4 heures, puis lysees avec un tampon d'immunoprecipitation. La proteine F contenue dans les lysats 
de cellules infectees avec les recombinants a ete immunoprecipitee avec un serum polyclonal de cobaye 
dirige contre l'ensemble des proteines du virus de la rougeole en presence de la proteine A de Staphylocoque 
aureus fixee au sepharose. Les proteines immunoprecipitees ont ete analysees sur gel de polyacrylamide en 
presence de SDS ; le gel seche a ete soumis a autoradiographie. Les resultats presentes (figure 4) pour le 45 
recombinant FPV3113 demontrent la presence du produit primaire de traduction de I'ARNm correspondant au 
gene F (F°) ainsi que les produits de clivage Fi et ?z. 
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10 Revendications 



1. Virus du Fowlpox recombinant, caracterise en ce qu'il derive d'une souche attenuee de virus du 
Fowlpox et comporte, dans une partie non essentielle de son genome, une sequence d'ADN codant pour 

15 tout ou partie d'une proteine heterologue au virus du Fowlpox ainsi que les elements susceptibles 

d'assurer I'expression de cette proteine dans une cellule infectee par ledit virus recombinant. 

2. Virus du Fowlpox selon la revendication 1 , caracterise en ce que la sequence d'ADN est donee dans 
une zone intergenique non codante du virus du Fowlpox. 

3. Virus du Fowlpox selon la revendication 2, caracterise en ce que la zone intergenique non codante 
20 est la zone situee entre les ORF 7 et 9 du fragment Hindlll de 1 .3 K pb de I'ADN viral. 

4. Virus du Fowlpox selon I'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce que ledit virus recombinant 
derive d'une souche vaccinale du virus du Fowlpox. 

5. Virus du Fowlpox selon la revendication 4, caracterise en ce que ledit virus recombinant derive d'une 
souche de virus du Fowlpox thermosensible. 

25 6. Virus du Fowlpox selon I'une des revendications 2 a 5, caracterise en ce qu'il comporte un gene 

codant pour un marqueur de selection qui s'exprime dans une cellule infectee par ledit virus recombinant. 

7. Virus du Fowlpox selon I'une des revendications 1 a 6, caracterise en ce que la sequence d'ADN 
code pour une proteine induisant une reponse immunitaire contre un virus heterologue. 

8. Virus du Fowlpox selon la revendication 7, caracterise en ce que ledit virus heterologue est choisi 
30 parmi le virus de la maladie de Newcastle, le virus de la bronchite infectieuse et le virus de la maladie de 

Marek. 

9. Virus du Fowlpox selon I'une des revendications 1 a 7, caracterise en ce que la sequence d'ADN 
code pour une proteine induisant une reponse immunitaire contre un Morbillivirus. 

1 0. Virus du Fowlpox selon la revendication 9, caracterise en ce que ledit Morbillivirus est choisi parmi le 
35 virus de la rougeole, le virus de la maladie de Carre, le virus de la peste bovine et le virus de la peste des 

petits ruminants. 

1 1 . Virus du Fowlpox selon la revendication 10, caracterise en ce que la sequence d'ADN code pour tout 
ou partie d'au moins une proteine de structure du virus de la rougeole. 

12. Virus du Fowlpox selon I'une des revendications 1 a 7, caracterise en ce que la sequence d'ADN 
40 code pour un facteur intervenant dans le metabolisme de la volaille. 

13. Sequence d'ADN comportant au moins un gene heterologue au virus du Fowlpox, sous le controle 
d'un promoteur de poxvirus, flanque de part et d'autre de I'extremite 3' de I'ORF 7 et de I'extremite 5' de 
l'ORF9. 

14. Sequence selon la revendication 13, caracterisee en ce que le promoteur est le promoteur de la 
45 proteine 7,5 K du virus de la vaccine. 

15. Plasmide caracterise en ce qu'il comporte une sequence d'ADN selon I'une des revendications 13 ou 
14. 

16. Procede d'obtention d'un virus recombinant selon I'une des revendications 1 a 12, caracterise en ce 
qu'on transfecte une culture de cellules competentes avec I'ADN d'un plasmide selon la revendication 15, 

50 ladite culture ayant ete prealablement infectee par un virus du Fowlpox. 

17. Culture de cellules eucaryotes infectee par un virus du Fowlpox recombinant selon I'une des 
revendications 1 a 12. 

18. Culture de cellules selon la revendication 17, caracterisee en ce qu'il s'agit de cellules aviaires. 

1 9. Vaccin caracterise en ce qu'il contient un virus du Fowlpox selon I'une des revendications 1 a 12. 

55 20. Vaccin caracterise en ce qu'il contient un virus du Fowlpox obtenu par replication dans les cultures 

de cellules selon I'une des revendications 17 ou 18. 

21 . Vaccin selon I'une des revendications 19 ou 20, caracterise en ce que le virus du Fowlpox est vivant. 

22. Vaccin selon I'une des revendications 19 ou 20, caracterise en ce que le virus du Fowlpox est 
inactive. 

60 23. Antiserum contenant les anticorps dresses contre le virus du Fowlpox selon I'une des 

revendications 1 a 12. 

24. Procede de preparation in vivo d'un facteur intervenant dans le metabolisme de la volaille, 
caracterise en ce qu'on administre a la volaille un virus du Fowlpox selon la revendication 12, vivant. 

25. Procede de preparation d'une proteine d'interet industriel ou therapeutique, caracterise en ce qu'on 
65 cultive une cellule eucaryote selon les revendications 1 7 ou 1 8 et qu'on recupere la proteine obtenue. 
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